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摘要 : 用 免疫 细胞 化 学 与 双 染 技术 对 5-HT 和 GnRH 及 其 受 体 在 长 牡 时 卵 梨 中 的 分 布 的 研究 结果 揭示 ， 不 
同 发 育 时 期 卵巢 中 卵 母 细 胞 均 存在 5-HT 和 GnRH 受 体 ， 受 体 阳性 物质 沿 胞 膜 分 布 ， 显 深 棕 色 ， 核 显 人 免疫 阴性 
反应 ; 5-HT 和 GnRH 及 其 受 体 共 存 于 不 同时 期 卵 母 细胞 胞 质 和 胞 膜 上 。 以 上 结果 表明 长 牡 蝶 的 卵 母 细胞 不 仅 能 
产生 S-HT 和 GnRH， 而 且 能 表达 5-HT 和 GnRH 的 受 体 ，5-HT 和 GnRH 可 能 以 自分 刻 的 方式 对 卵 母 细 胞 起 调节 
作用 。 
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Mechanism of S-HT and GnRH Physiological Action 
in the Ovary of Crassostrea gigas : Orientation 
of Double Staining and Immunocytochemistry 


FANG Yong-qiang!, WENG You-zhu, Liu Li-li, FANG Qi, DAI Yan-yu 


( Third. Institute of Oceanography , State Oceanography Administration, Xiamen , Fujian 361005, China) 


Abstract: Distribution of 5-HT, GnRH and their receptors within ovaries of Crassostrea gigas was studied using the 
immunocytochemistry and double staining technique. The results revealed that (D5-HT and GnRH receptors existed in the 
oocytes of different development stages of the ovary; (the reactive substances of 5-HT and GnRH receptors were dis- 
tributed along the membrane of oocytes and showed dark brown, but nucleus showed immunonegative reaction; (205-HT, 
GnRH and their receptors co-existed in the cytoplasm and membrane of oocytes of different development stages. The above 
results indicate that the oocytes of Crassostrea gigas can not only produce 5-HT and CnRH, but also express their recep- 
tors. 5-HT and GnRH may exert regulation action on the oocytes by autosecretion. 
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Dehl et al (1966) 最 先 报道 5 - 羟色胺 (5-hy- 
droxytryptamine, 5-HT) 分 布 在 双 壳 类 中 枢 神经 系 
统 和 其 他 组 织 中 。Matsutani & Nomura (1982, 
1984, 1986) 进一步 证 实 5-HT 还 存在 于 日 本 扇贝 
(Patinopecten yessoensis ) 中 枢 神 经 系统 和 性 腺 中 ， 
并 能 诱导 其 产 卵 ;后 来 有 些 学 者 在 其 他 双 壳 类 ， 如 
一 种 拍 岸 浪 蛤 surf clam ( Spisula solidissima) (Hiral, 
et al, 1988) 和 一 种 蛤 Fingernail clam ( Sphaerium 





收 稿 日 期 : 2003 - 04 - 15; 接受 日 期 : 2003 - 06 -30 
基金 项 目 : 福建 省 重 中 之 重 资助 项 目 


transversum) (Fong et al, 1995) 得 到 证 实 ; Fang et 
al (2002) 应 用 5-HT 催产 出 长 牡 昨 精 子 和 卵子 ， 
使 受精 卵 达 到 同步 发 育 ， 用 于 长 牡 昨 四 倍 体 的 培 
育 。Pazos & Mathieu (1999) 报道 了 5 种 天 然 促 性 
腺 激素 释放 激素 (gonadotropin-releasing hormone, 
GnRH) 分布 在 长 牡 蝶 和 贻 贝 的 性 腺 中 。 新 近 还 发 
现 5-HT 和 GnRH 免疫 活性 物质 定位 在 不 同 发 育 时 
期 长 牡 时 卵 母 细胞 胞 质 、 核 膜 和 生殖 被 膜 ， 提 示 5- 
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HT 和 GnRH 可 能 参与 调节 长 牡 时 卵 母 细 胞 发 育 和 
成 熟 (Fang et al，2003)。 我 们 采用 免疫 细胞 化 学 
和 双重 染色 技术 ， 用 5-HT 和 GnRH 抗 独 特 型 抗体 
以 及 5-HT 和 GnRH 抗体 对 长 牡 蝶 卵 母 细 胞 进行 定 
位 和 双 染 研究 ， 确 定 不 同 发 育 时 期 卵 母 细胞 上 5- 
HT 和 GnRH 及 其 受 体 的 分 布 ， 并 探讨 了 5-HT 和 
GnRH 在 卵巢 生理 活动 中 可 能 的 作用 机 制 ， 同 时 为 
进一步 探索 5-HT 催产 长 牡 蚌 排 精 卵 和 GnRH 参与 
调节 卵 母 细 胞 发 育 的 作用 机 理 提 供 形 态 学 资料 。 
I 材料 和 方法 
1.1 材 料 

Ttbüs (Crassostreaa gigas) 采 自 厦门 集美 海 
区 ， 贝 龄 1~ 2 龄 。 从 海区 取 回 样品 在 实验 室 暂 养 
数 天 后 ， 剖 开 贝 壳 ， 小 心 仔 细 分 离 卵 策 ， 分 别 取 不 
同时 期 卯 梨 ( 工 ~ 工期 ， 属 小 生长 期 ; UD ~ IV 期 ， 
属 大 生长 期 ; V 期 ， 属 成 熟 期 ) 切 成 数 小 块 ， 投 入 
新 配制 不 含 醋 酸 Bouin 氏 液 中 国定 15 ~ 24 h， 梯 度 
酒精 脱水 ， 石 蜡 包 埋 ， 切 片 厚 7 ym， 被 贴 在 预先 
用 多 聚 赖 氨 酸 处 理 的 载 玻 片 上 ， 用 于 免疫 细胞 化 学 
定位 。 卵 母 细 胞 发 育 分 期 按 Fang et al (2002) 标准 
确定 ， 最 后 在 低 倍 显微镜 下 挑选 不 同 发 育 时 期 长 牡 
是 卵 梨 切 片 ， 用 于 受 体 定位 和 双重 染色 。 
1.2 方 法 
1.2.1 免疫 细胞 化 学 定位 不 同时 期 长 牡 晨 卵巢 
切片 经 脱 蜡 水 化 后 ， 入 用 藻 馏 水 配制 的 3%H20, 中 
10min， 以 除去 内 源 性 过 氧化 物 酶 活性 。 蒸 饮水 轻 
WE, YE 0.1 mol/L PBS (pH 7.2 - 7.4) 浸泡 5 
min， 滴 加 1:10 正 常山 羊 血清 封闭 液 ， 在 室温 下 钥 
育 10 ~ 20 min， 以 减少 非特 异性 染色 ， 后 滴 加 第 一 
抗体 分 别 为 免 抗 5-HT 抗 独特 型 抗体 (5-HTR) 和 
免 抗 哺乳 动物 GnRH 抗 独 特 型 抗体 (GnRH recep- 
tor，GnRHR) ， 两 种 受 体 均 由 西安 第 四 军医 大 学 组 
胚 教研 室 制备 并 通过 鉴定 (Huang et al, 1994; 
Zhang et al，1998) ， 分 别 为 1:800 和 1:400 稀释 ， 
1r ACHSE 24h, O.1mol/L PBS 轻 洗 后 ， 滴 加 生物 
素 化 羊 抗 兔 IgG 〈 购 自 武 汉 博 士 德 生物 工程 有 限 公 
司 )，1:100 稀释 ， 室 温 下 孵育 20 min，0.1 mol/L 
PBS 轻 洗 三 次 ， 每 次 2 min， 滴 加 ABC 复合 物 (A- 
vidin-Biotin-Peroxidase Complex), 1:100 稀释 ， 在 室 
温 下 孵育 20 min。 最 后 用 3’,3’ 二 氨基 联 苯胺 (di- 
aminobenzidine) 显 色 10 ~ 30 min。 


1.2.2 双重 染色 免疫 细胞 化 学 定位 ”切片 脱 蜡 水 


化 后 ， 入 3%H20, 甲醇 溶液 中 10 min， 去 除 内 源 性 
过 氧化 物 酶 活性 ， 然 后 按 常 规 ABC 免疫 细胞 化 学 
程序 进行 。 第 一 抗体 为 免 抗 5-HTR 与 GnRHR, 分 
别 用 1:800 和 1:400 稀释 ， 采 用 两 种 不 同 显 色 系统 
的 BCIP 显 色 为 深 紫色 ; 然后 用 免 抗 哺乳 类 GnRH 
与 5-HT 抗体 ， 分 别 以 1:400 和 1:800 稀释 ， 用 
AEC 显 色 为 鲜红 色 ， 区 别 两 种 抗体 的 不 同 定位 ， 有 
效 地 避免 两 种 染色 系统 的 相互 影响 。 

对 照片 省 去 一 抗 ， 以 正常 锡 血 清 或 PBS 替代 5- 
HT、5-HTR、GnRH 和 GnRHR， 其 余 操作 同上 。 


2 结 果 


2.1 5-HT 和 GnRH 受 体 的 定位 

免疫 细胞 化 学 定位 结果 表明 ，5-HTR 和 Gn- 
RHR 定位 在 不 同时 期 长 牡 时 卵 母 细 胞 ， 免 疫 阳 性 
物质 沿 胞 膜 分 布 。 从 小 生长 期 发 育 至 大 生长 期 和 成 
熟 期 ， 卵 母 细 胞 胞 膜 均 对 5-HT 和 GnRH 抗 独特 型 
抗体 显 强 的 免疫 阳性 反应 ， 核 旦 免疫 阴性 反应 。 另 
外 ， 对 比 5-HTR 和 GnRHR TE KE; BB 8-4 a] B ze 
位 ， 可 见 这 两 种 GnRHR 在 不 同时 期 卵 母 细胞 表达 
的 部 位 不 同 。5-HTR 在 小 生长 期 孵 母 细 胞 分 布 在 胞 
膜 与 胞 质 (图 1A) ， 而 在 大 生长 期 则 较 多 定位 在 胞 
膜 和 核 膜 (图 1B)。GnRHR 在 不 同 发 育 时 期 均 较 
多 定位 在 胞 膜 (图 1C，1D)。 以 上 两 种 受 体 的 免疫 
反应 强度 在 卵 母 细 胞 不 同 发 育 时 期 未 见 明 显 变化 。 
对 照 显 示人 免疫 阴性 反应 。 
2.2 5-HTR 5 5-HT 和 GnRHR 5 GnRH 双 染 定 

位 

双重 染色 结果 表明 ，5-HTR 与 5-HT 和 GnRHR 
与 GnRH 均 共 存 于 不 同 发 育 时 期 的 同一 个 卵 母 细 
胞 ，5-HTR 和 GnRHR 定位 在 长 牡 易 卵 母 细胞 的 胞 
H& E, 显示 强 的 免疫 阳性 反应 ， 显 深 紫色 ,而 5- 
HT 和 GnRH 则 定位 在 同一 细胞 胞 质 ， 显 鲜红 色 ， 
核 仍 显 免 疫 阴 性 反应 (图 2A，2B)。 对 照 仍 显示 免 
疫 阴 性 反应 。 
3 讨 论 

越 来 越 多 证 据 表 明 GnRH 和 5-HT 不 仅 存在 于 
TEE 3/1] RICE TEE 13 FR £8 Z& S6 (Huang et al, 
1991). 、 脑 垂体 和 性 腺 (Fang et al, 1999; Fang et 
al, 2002; Fang et al，2003) ， 而 且 已 成 为 参与 调节 


动物 性 腺 发 育 (Weng et al，2000) 、 繁 殖 和 生殖 活 
动 (Fang et al,1989;Peter & Yu, 1997; Fang et 
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图 1 5-HT 受 体 和 GnRH 受 体 在 长 牡 蚌 卵巢 的 定位 
Fig.l Localization of 5-HT receptor and GnRH receptor in the ovary of Crassostrea gigas 
A. 5-HT 受 体 定位 在 小 生长 期 卵 母 细 胞 胞 膜 上 (5-HT receptor was localized on the cell membrane of oocytes of small growth stage) x 160; 
B. S-HT 受 体 定位 在 大 生长 期 卵 母 细 胞 核 膜 〈 箭 头 ) 和 胞 膜 上 [5-HT receptor was localized on the nuclear membrane (arrow) and cell mem- 
brane of oocytes in large growth stage] x 160; 
- GnRH 受 体 定位 在 大 生长 期 孵 母 细胞 胞 膜 上 (GnRH receptor was localized on the cell membrane of oocytes in large growth stage) x 160; 
GnRH 受 体 定位 在 成 熟 期 卵 母 细胞 胞 膜 上 (GnRH receptor was localized on the cell membrane of oocytes in mature stage) x 1605 





图 2 Kitts DUI Ef 


Fig.2 Double staining in the ovary of Crassostrea gigas 
A. 5-HT 及 其 受 体 定位 在 大 生长 期 卵 母 细胞 胞 质 〈 粗 箭头 ) 和 胞 膜 〈 细 箭头 ) 上 (5-HT and its receptor were localized on the cytoplasm 
(thick anow) and cell membrane (thin anow) of oocytes in the large growth stage) x 160; 
B. GnRH 及 其 受 体 定位 在 大 生长 期 卵 母 细胞 胞 质 〈 粗 箭头 ) 和 胞 膜 《 细 箭头 ) 上 (GnRH and its receptor were localized on the cyto- 
plasm (thick anow) and cell membrane (thin anow) of oocytes in the large growth stage) x 160. 
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al，1994; Fang et al，2002) 的 重要 神经 递 质 与 调 
节 肽 。 同 时 ， 对 GnRH TETEHESIEI RISE 2S WE HH 
机 制 也 有 了 较 完整 的 了 解 。GnRH 首先 与 消 椎 动物 
和 和 头 索 类 的 脑 垂体 和 哈 氏 窜 相 关 靶 细胞 受 体 结合 ， 
刺激 其 释放 促 性 腺 激素 ， 激 发 性 腺 发 育成 熟 和 产 卵 
(Peter & Yu, 1997; Habibi et al, 1989; Fang et 
al, 1999), 或 是 GnRH 直接 与 卵巢 GnRH 受 体 结 
合 ， 刺 激 卵 梨 类 固 醇 激素 的 产生 ， 导 致 卯 梨 成 熟 和 
排卵 (Pieper et al，1981; Fang et alj，1994) 。 至 于 
GnRH 参与 调节 长 牡 蝙 卵 母 细胞 发 育成 熟 的 作用 机 
制 ， 我 们 认为 有 可 能 类 似 于 头 索 类 文昌 鱼 ， 也 是 通 
过 与 卵 母 细 胞 胞 膜 上 的 GnRH 受 体 相 结合 ， 而 后 激 
发 其 生成 性 类 固 醇 激素 ， 刺 激 长 牡 昕 卵 母 细胞 发 育 
和 成 熟 。 理 由 是 De Longcamp et al (1974) 证 实在 
离 体 条 件 下 贻 贝 (Mytilus edulis L.) 卵巢 能 够 合成 
类 固 醇 物质 ; Reis-Henriques et al (1990) 用 气相 
色谱 法 进一步 发 现 贻 贝 卯 梨 和 精 梨 中 存在 孕 酮 、 
17g- ME Rz, MEBM. SEBHM. HE; BM. 5- — mE 
Bh. HEMS  ESORUMENHI Si FATSOKDLICTESSTERK D IE 
在 类 固 醇 激素 的 报道 ， 但 它 与 贻 贝 同属 双 壳 类 ， 不 
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排除 其 存在 的 可 能 性 。 其 次 ， 关 于 5-HT 诱导 长 特 
蜂 产 卵 和 排 精 的 机 制 ，Fong et al (1993) 用 5-HT 
受 体 捕 抗 剂 浸泡 斑马 贻 贝 ,通过 抑制 5-HT 而 诱导 
其 产 卵 ， 从 而 他 们 认为 5-HT 诱导 产 卵 机 制 是 通过 
其 受 体 介 导 的 ， 但 在 双 壳 类 卵 母 细胞 胞 膜 上 是 否 存 
在 5-HT 受 体 ， 迄 今 未 见报 道 。 因 此 ， 本 文 首 先 用 
免疫 细胞 化 学 ， 尤 其 是 双重 染色 技术 证 明 ， 不 同 发 
育 时 期 长 牡 蚌 卵 梨 中 卵 母 细胞 均 存 在 5-HT 及 其 受 
体 ，Huang et al (1995) 鉴定 是 S-HT1 和 5-HT2 受 
体 ， 为 5-HT 诱导 长 牡 蚌 产 卵 机 制 提 供 了 新 的 形态 
学 证 据 。 我 们 的 结果 表明 长 牡 时 的 卵 母 细胞 不 仅 和 外 
产生 5-HT 和 GnRH， 而 且 能 表达 5-HT 和 GnRH 的 
受 体 ，5-HT 和 GnRH 可 能 以 自分 泌 的 方式 对 卵 母 
细胞 起 调节 作用 。 现 在 我 们 还 不 明白 的 是 5-HT 与 
卵 母 细胞 受 体 结合 后 ， 又 是 通过 什么 环节 诱导 长 特 
昨 卵 梨 排卵 精 梨 排 精 ， 仍 有 待 进 一 步 深 和 研究。 
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